
[)ber synthetische Ketoside der N-filykolyl-v-neuramins~iure 
Von 

P. Meindl und H. Tuppy 
Aus dem chemisehen Laboratorium der Arzneimittelforschung Ges. m. b. H.* 

und dem Institut fiir Biochemie der Universit~t, Wien 

(Eingegangen am 28. Januar 1966) 

Ketoside der N-Glykolyl-D-neuraminsiiure wurden durch Um- 
setzung yon 2-Chlor-2-desoxy-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-(O-aeetyl- 
glykolyl)-n-neuramins~ure mit versehiedenen Alkoholen und 
naehfolgende Entfernung der O-Aeetylgruppen synthetisiert. 
Zu ihrer Charakterisierung eigneten sieh die gut kristallisierenden 
Pentaacetyl-Derivate. Es wird il~mn eine e-glykosidische Konfi- 
guration zugesehrieben, da sic - -  gleich den auf analoge Art darge- 
stellten ~-Ketosiden der N-Acetyl-D-neuramins~ure - -  von 
Vibrio cholerae-Neuraminidase gespalten werden. 

Ketosides of N-glycolyl-D-neuraminie acid have been 
synthetized by the reaction of 2-chloro-2-desoxy-4,7,8,9-tetra-O- 
acetyl-N-(O-acetyl-glycolyl)-D-neuraminic acid with various 
alcohols, and subsequent removal of the O-aeetyl groups. They 
can readily be characterized by their well crystallizing penta- 
aeetyl derivates. They are considered to be e-glycosides because 
they are cleaved, like the similarly prepared u-ketosides of 
N-acetyl-n-neuraminic acid, by the neuraminidase of Vibr'io 
cholerae. 

Wir haben kfirzlich fiber die Synthese einer Reihe von N-Aeetyl-D- 
neuraminsiiure-Ketosiden, aus denen der glykosidiseh gebundene Alkohol 
sowohl dureh Vibrio cholerae-Neuraminidase als auch durch Influenza-A- 
Virus abgespalten werden kann, beriehtet 1. Bestimmungen der optisehen 
Drehung haben ergeben, dag die dureh Neuraminidase spaltbaren Ketoside 
eine kleinere L//vorotation zeigen als ihre nicht spaltbaren Anomeren, 
deren Synthese wir ebenfalls vor kurzem beschrieben haben2; unter der 

* Arzneimittelforschung Ges. m. b. It., A-1120 Wien, Laskegasse 5--9 
(Osterreich). 

1 p.  Meindl und H. Tuppy, Mh. Chem. 96, 802 (1965). 
P. Meind[ und H. Tuppy, M.h. Chem. 96, 816 (1965). 
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Vor~ussetzung, daft die RegeI yon Hudson  a ffir Glykosidc der N-Acetyl- 
D-neuraminsi~ure gtiltig ist, mul3 man die durch Neuraminidase spalt- 
baren Ketoside Ms ~-, ihre Anomeren als ~-Ketoside bezeichnen. 

~Venn das Glykosidierungsverfahren von Koenigs  und K n o t t  a, mit 
dessen Hilfe aus N-Acetyl-o-neuramins//ure deren ~-Ketoside dargestellt 
worden sind, auf N-Glykolyl-D-neuraminsb;ure angewendet wird, erhtilt 
man in guter Ausbeute Ketoside, die dutch Vibrio cholerae-Neuraminidase 

gespMten und demnaeh als e-Ketoside der N-Glykolyl-D-neuramins/ture 
betraehtet werdem 

Die N-Glykolyl-~)-neuramins/ture-Pr/tparate, die far die Glykosi- 
dierungsversuche eingesetzt wurden, waren aus Sehweine-Submaxil- 
larismuein gewonnen worden und enthielten neben 80--85~o N-Glykolyl- 
noch 15--20~/o N-Aeetyl-D-neumminsgure. Sie wurden zung~chst mittels 
Acetanhydrid und Pyridin acetytiert, wobei ein nieht kristMlisierendes 
Hexa-O-acetyl-Derivat entstand. Dieses konnte, in Eisessig--Essigsgure- 
anhydrid gel6st, mit troekenem Salzs/turegas zu einer Aeetoehlor-N- 
glykolyl-neuramins/iure umgesetzt werden. Die Chlorverbindung liell 
sieh infolge ihrer Zersetzlichkeit nieht analysenrein isolieren. Aus der 
Aeetoehlor-Verbindung wurde dutch geaktion mit verschiedenen wasser- 
freien Alkoholen, die, in grol3em l~bersehul~ zugesetzt, zugleich Ms 
LSsungsmittel dienten, in Gegenwart yon Silberearbonat eine I~eihe 
yon gut kristMlisierenden O-aeetylierten ~-Ketosiden dargestellt (Tab. 1). 
Der Glykols//uregehMt der aeetylierten Ketoside, der nach K l e n k  und 
Uhle~bruck ~ bestimmt wurde, betrug 87--90~o der Theorie; demnaeh 
waren die Substanzen noeh mit etwas mehr als 10~ der entspreehenden 
N-Aeetyl-D-neuraminstiure-Derivate verunreinigt. Dutch milde alkMische 
Verseifung erhielten wit die meist nicht kristMlisierenden, jedoeh chro- 
matographiseh einheitlichen Ketoside der N-Glykolyl-D-neuramins/ture 
(Tab. 2). 

Die ~-Ketoside der N-Glykolyl-D-neuraminsb;ure verhalten sich wie 
die entsprechenden Derivate der N-AcetyI-D-neuramins/iure. Sie besitzen 
eine stark saure, titrierbare Carboxylgruppe und geben, da die Amino- 
gruppe der Neuramins/iure aeyliert ist, mit Ninhydrin keine F/irbung. 
Sie reagieren unter den Bedingungen des Resorcin-Testes nach Svenner- 

holm G stark positiv; hingegen ist die Farbausbeute im Thiobarbiturs//ure- 
Test nach A m i n o f f  7 nur 3 bis 6% yon jener einer /~quivalenten Menge 
N-Glykolyl-~)-neuraminsiture. 

3 C . S .  Hudson, J. Amer. chem. Soc. 31, 66 (1909); Adv. Carbohydr. 
Chem. 3, 15 (1948). 

4 W.  Koenigs und E.  Knorr,  Bet. d~seh. Chem. Ges. 34, 957 (1901). 
5 E.  Klenlc lind G. Uhlenbruck, Z. physiol. Chem. 307, 266 (1957). 

L.  Svennerholm, Bioehim~ Biophys. Aeta [Amsterdam] 24, 604 (1957). 
7 D. Amino/] ,  Biochem. J. 81,384 (1961). 
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Tabe l l e2 .  c ~ - K e t o s i d e  d e r  N - G l y k o l y l - D - n e u r a . m i n s ~ u r e  

Glykosidisch 0ptische Drehung RNG*** Ausb. 
gebundener l~est [a] D e* ~C RNG** % 

1 B Methy l  - -  9 ~ 7,5 26 - -  - -  100 a 
2 B n - A m y l  - -  9 ~ 7,5 26 2,44 3,56 100 a 
3 B n-Decyl  - -  9 ~ 7,5 22 2,65 4,75 100 a 
4 B Benzyl  --- 15 ~ 7,5 26 2,41 3,19 100 a 
5 B m-Ni t robenzy l  - -  9 ~ 0,33 22 2,50 3,36 19 b 

* c = Konzentration in It20 
** t~ei der Dfinnschichtchromatographie auf Kieselgel G mit  n-Butanol--n-Propanol--  

0,1n-t[Cl (1:2:1) als Laufmittel bestimmte relative 
RF-Werte:  R F Verbindung/R/v ~N~-Glykolyl-D-neuramins~ure. 

*** Bei der Papierchromatographie mi~ Ji.thylacetat--Eisessig--Wasser (3:1: 3)als  Laufmittel 
bestimmte relative RF-Werte: R~ Verbindung/RF :N-Glykolyl-l)-neuramins~iure. 

a) Ausb. bezogen auf das acetylierte Derivat, durch dessen Verseifung das Ketosid der 
N-Glykolyl-D-neuraminsiiure dargestelIt worden ist. 

b) Ausb. bezogen auf AeetochIor-N-glykolyND-neuramins~iure, aus der das Ketosid durch 
Umsetzung mit  m-~itrobenzylalkohol in Gegenwart yon Ag~CO~ und ansehlie~ende Verseifung 
dargestellt worden ist. 

Tabe l l e3 .  V e r g l e i c h  d e r  s p e z i f i s c h e n  D r e h w e r t e  y o n  K e t o s i d e n  
d e r  : N - A c e t y l -  u n d  d e r  ~ ' - G l y k o l y l - I ) - n e u r a m i n s ~ u r e  s o w i e  i h r e r  

T e t r a -  b z w .  P e n t a - O - a c e t y l d e r i v a t e  

Sialins~ture a-ketosidisch gebundener :Rest: 
~Methyl- n-hmyl- n-Decyl- Benzyl- Nitrobenzyt- 

N-Acetyl -D-neura-  - -  13~ - -  11~ - -  10~ - -  8~ - -  7~ [~]D 
minsfi.ure 10,9 19,5 6,6 8,5 6,2 c (in H20)  

25 26 23 27 22 t, ~ 

N-Glykolyl-D-neura-  - -  9~ - -  9~ - -  9~ - - 1 5 ~  - -  9~ [~]D 
mins~ure 7,5 7,5 7,5 7,5 0,33 c (in H20)  

26 26 22 26 22 t, ~ 

Tet ra -O-ace ty l -N-  - -  30~ - -  22~ - -  17~ - -  14~ - -  16~ [~]D 
acetyl - • -neuramin-  4,9 5,0 5,0 5,0 5,2 c (in HOAc)  
s~ure 23 26 26 24 24 t, ~ 

Te t ra -O-ace ty l -N-  - -  30 ~ - -  22 ~ __ 17 ~ __ 14 ~ __ 15 ~ [a]D 
(O-acetyl-glykolyl)-  4,0 5,0 4,0 5,0 4,0 c (in HOAc)  
D-neuramins~ture 26 24 26 22 24 t, ~ 

D a s  o p t i s c h e  D r e h u n g s v e r m 6 g e n  d e r  K e t o s i d e  d e r  N - G l y k o l y l - D . n e u r a .  

m i n s ~ u r e  u n d  ih re r  O - A c e t y l - D e r i v a t e  i s t  m i t  d e m  D r e h v e r m S g e n  de r  

e n t s p r e c h e n d e n  N - A c e t y l - D - n e u r a m i n s / ~ u r e - K e t o s i d e  d u r c h a u s  ve rg le i ch -  

bur .  I n  Tub.  3 s ind  die  spez i f i s chen  D r e h w e r t e  y o n  ~ - K e t o s i d e n  de r  N-Glv -  

kolyl -  u n d  d e r  N-Ace ty l -D-neu ramins i~u re  sowie  ih re r  O - A c e t y l - D e r i v a S e  
e i n a n d e r  p a a r w e i s e  gegen i ibe rges t e l l t .  

F i i r  v o r b i l d l i c h e  M i t a r b e i t  d a n k e n  wi r  F r a u l e i n  T.  Frisch. 

43* 



658 P. Meindl und H. Tuppy : [Mh. Chem., Bd. 97 

Experimenteller Tell 

Die Schmelzpunkte wurden mi~ einem HMztisehmikroskop naeh Kofler  
bestimmt. 

Die ElementaranMysen fflhrte Herr Dr. J.  Zat:, Univ. Wien, aus; die in 
dieser Arbeit angegebenen Werte sind jeweils das Mittel aus den Ergebnissen 
einer Doppelbestimmung. 

Die optisehen Drehungen wurden mit einem Zeiss.Kreispolarimeter 
0,01 ~ und einem liehtelektrisehen Polarimeter (Pcrkin-Elmer) in 1 dm-Po- 
laximeLerrohren gemessen. 

Fiir die Diinnsehiehtchromatographie wurden Kieselgel G naeh Stahl  
(Merck) und als Laufmittel  n-Butanol--n-Propanol--0,1n-HC1 (1 : 2 : 1, 
v/v/v), fiir die Papierchromatographie Schleicher & Sehiill-Papier 2043 a und 
als Laufmittel  Xthylace ta t~Eisess ig- -Wasser  (3 : 1 : 3, v/v/v,  absteigcnd) ver- 
wendet. Um die Neuramins~iure-Derivate siehtbax zu machen, wurden die 
Dfinnschiehtchromatogra.mme mit konz. H2SOa--Wasser (1 : 1, v/v) besprfiht 
und erhitzt s, die Papierchromatogramme mit  Natr iummetaper jodat  und 
Benzidin behandelt 9. Als R~G bezeichnen wir die auf den Rs-Wert  der N-Gly- 
kolyl-D-neuramins/~ure (~  1,00) bezogenen ,,relativen" RF-Werte der Neu- 
ramins~urederivate. 

N-Glykolyl-D-neuraminsi~ure 

Aus frischel~, von Fe t t  und Bindegewebe befreiten Sehweine-Submaxiliaris- 
&risen isolierten wir nach einer yon B l i x  ~~ fflr die Aufarbeitung von Rinder- 
Submaxillarisdrfisen gegebenen Vorschrift Schweine-Submaxillarismucin in 
Form eines Trockenpulvers. Etwa 70 g des Pulvers, aus 2,5 kg Drfisen erhMten, 
wurden in 41 IK20 unter Zugabe yon 7--10 cm a n-NaOH suspendiert und 
sodann naeh einer Methode, welche yon Zillilcen und O'Brien  n fiir die Her- 
stellung yon N-Acetyl-D-neuraminsgure aus versehiedenen biologisehen 
Materialien angegeben worden war, welter behandelt. Die gewonnene 
N-Glykolyl D-neuraminsgure war jedoch, w i e  wir papierehromatographisch 
feststellen konnten, immer mit  N-Acetyl-D-neuramins~Lure verunreinigt. Bei 
der Elution des SiMinsgure-Gemisehes yon einem Dowex l -X8 Ionenaus- 
tauscher maehten wir die Erfahrung, dab etwa die ersten zehn im Svennerholm- 
Test s positiv reagierenden Fraktionen (je Fraktion 20 cm 3 Eluat) bis zu 
50% N-Aeetyl-D-neuramins~iure enthielten. Die folgenden Fraktionen, die 
mit  !~esorcin ebenfMls die ffir Neuramins~iurederivate eharakteristisehe 
F~irbung gaben, enthielten N-Glykolyl-D-neuramins~ure als Hauptmenge 
neben nut wenig N-Acetyl-D-neuramins~ure. Die daraus durch Eindampfen 
bei 40 ~ im Vak. erhaltene rohe S~ure wurde aus Wasser- -Methanol- -Xther  TM 

umkristMlisiert. Die Ausbeute betrug im Durchschnitt  2,5 g. Schmp. 199 bis 
205 ~ (Zers.). [~]~)3 = __ 32 ~ (c = 5,0; Wasser). Der nach K l e n k  und Uhlen- 
bruck ~ ermittelte Glykols~iuregehMt lag bei 80--85% d. Th. 

s K .  Randerath,  Dfinnsehichtehromatographie, Verlag Chemic, 1962. 
9 Anf~rbereagentien ffir Dfinnschicht- und Papierchromatographie, 

E. ~ierclc A .  G., Darmstadt,  (lgeagens Nr. 22). 
lo G. B l ix ,  Z. physiol. Chem. 240, 43 (1936). 
11 F .  Z i l l i ken  und P .  J .  O'Brien,  Biochem. Preparer. 7, 1 (1960). 
12 E. .~Iartensson,  A .  Raa l  und L.  Svem~erholm, Biochim. Biophys. Acta 

[Amsterdam] 30, 124 (1958). 
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2 ,4 , 7 ,8 ,9- P enta-O.acetyl- N-  ( O-acety i-glykolyl ) - D . neuram insaur e 

1,07 g N-GlykolyLD-nem~amins~ure wurden  mi t  2 0 e m  a Pyr id in  (fiber 
K O H  dest.) und 20 cm 3 friseh dest. Ace tanhydr id  unter  Eiskf ihlung a n d  Rtih-  
ren versetz t .  Man lieB 48- -72  Stdn.  bei + 4 ~ stehen. Sobald die Ace ty l ie rung  
vol ls t~ndig war,  ha t t e  sieh die N-Gtykolyl-D-neuramins~ure  gel6st. N a e h  
beende te r  ~ e a k t i o n  win'de alas fiberseh/issige Ac~O mit Eiswa.sser zersetz t  
und  die LSsung zur  E n t f e r n u n g  des Pyr id ins  mi t  5bersehfissigem Dowex 50-X 8 
Aus tauseher  ( t t+-Form) behandel t .  Die Elua te ,  welehe die peraee ty l ie r te  Ver- 
b indung  enthiel ten,  w a r d e n  gesammel t  a n d  lyophilisiert .  Man erhiel t  1,90 g 
(97 ~o d. Th.  ) 2,4, 7,8,9 - P e n t a  - O-aeetyl  - N-  (O - aeetyt  - glykolyl)-D - neuramin-  
siiure a]s weiBes Sehaumharz .  D~nnseh i eh t eh roma tog ramm:  R N G  = 2,10; 
die Substanz war  n ich t  ganz einheitl ieh. Sie wurde  yon  geringen Mengen 
zweier Substanzen,  yon  denen eine im Chroma tog ramm sehneIler, die andere  
etwas langsamer  wander te ,  begleitet ,  

C2aH31OlaN " HuO. Ber. C 4:6,39, H 5,59, N 2,35. 
Gel. C 46,11, H 5,55, N 2,07. 

2-Chlor-2-desoxy-g, 7 ,8,9.tetra-O-acetyl-N- ( O-acetyl-glykotyl ) D-neuraminsO.ure 

1,80g peracety l ie r te  N-Glykolyl-D-neuraminsi iure  ~narden in 1 5 0 c m  a 
Eisessig und  50 cm a AceO gel6st trod einige Tage im Kfihlschrank s tehen 
gelassen. I n  diese L6sung wurde  sodann un te r  Eiski ih lung t roekenes Salz- 
s~uregas bis zur S~t t igung eingeleitet .  Hierauf  wurden  im Vak. bei 40 ~ LS- 
sungsmi t te l  und ItC1 abgetr ieben.  Dureh  Aufnehmen  des farblosen 51igen 
l~/iekstandes in 150 em a Eisessig mad Gefr ier t roeknen erhiel ten wir in quant i -  
t a t ive r  Ausb. die Chlorverbindung in F o r m  einer weil3en amorphen  Substanz,  
die sehr hygroskopiseh war  und  sieh al lm~hlieh zersetzte.  

C21H-~sOlaNC1. Ber. C 45,54, I t  5,10, N 2,53, C1 6,40. 
Gel. C 45,35, H 5,32, N 2,17, C1 2,25. 

a- Methyl-K etosid der 4,7,8,9- Tetra-O-acetyl-N- ( O-acetyl-gly]colyl )-D-neurami~- 
s4ure (1 A)  

1,96 g Acetochlor-N-glykoiylneuramins~ure ,  50 cm ~ abso[. Meth~not und 
1 ,50g Si]bercarbonat  wurden  etwa. 17 Stdn.  bei Z immer t emp .  un te r  Licht-  
aussehluB geseh~ttel t .  Das Reakt ionsgemisch  wurde  dureh Hyf lo-Superce l  
und eine mi t  Dowex 50-X8 (H+-Form) beschickte  Chromatographies~ule  
fi l tr iert .  Man wuseh mi t  100 cm ~ Wasser  nach. F i l t r a t  and  Waschwasser  
wurden  vereinigt  und im Vak. bei 40 ~ e ingedampft .  Der  51ige Rfiekstand,  der 
his zur  Gewiehtskonstanz ge t roe lmet  wurde  und 1,7 g wog, wurde in 8 cm 3 
absol. Methanol  gelSst. Nachdem die t r / ibe  LSsung durch ein Fa l tenf i l t e r  
f i l t r iert  a n d  mi t  50 cm a absol. ~ t h e r  verse tz t  worden war, kristall isierten nach  
por t ionenweiser  Zugabe von  insgesamt 140 cm 3 Petrol / i ther  (PA,  40- -60  ~ 1,32 g 
2-Methy]-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-(O-aeetyl-gtykolyl)-  ~-D-neuramins~ure yore  
Schmp. 171--189 ~ (Zers.)/ Dieses Kris ta l l i sa t  15sten wir noeh zweimal  nus 
M e t h a n o l ~ t h e r  PZ[ u m  und  isolierten endlich 537 mg  reine 2-Methyl- 
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-(O-acetyl-glykolyl)-~-D-neurmnins/ iure (vgl. Tab.  1). 

~-Methyl.Ketosid der N-Glykolyl.D-neuramins~,ure (1 B) 

450 mg  der Pe race ty lve rb indung  (1 A) wurden  in 8 cma Wasser  aufge- 
n o m m e n  und mi t  8 em 3 n - N a O H  20 Min. bei 40 ~ verseift .  Zur En t f e rnung  der  
Na+-Ionen  wurde  mi t  fibersehiiss, Ka t ionenaus tauscher  Dowex 50-X8 
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(H+-Form) versetzt, der Austauscher mit  Wasser ausgewaschen und das Fil- 
t ra t  lyophilisiert. Man erhielt 275 mg chromatographisch einheitliche 2-Me- 
thyl-N-glykolyl-~-D-neuraminsiiure als farbloses Schaumharz (vgl. Tab. 2). 

~- (n-Amyl ) -K~to.sid der g,7 ,8,9- Tetra-O-acetyl-N- ( O-acetyl-glylwlyl ) -D-neu. 
ramins(~ure (2 A) 

1,09g frisch bereitete Acetochlor-I~glykolylneuramins~ure wurden in 
10 cm ~ wasserfr, n-Amylalkohol gelSst, mit  1,30 g Sflbercarbonat versetzt und 
18 Stdn. bei Zimmertemp. unter LichtausschluB geschiittelt. :Nach beendeter 
Reaktion wurde mit  etwas Aceton--Wasser (1:1) verdiinnt, durch Hyflo- 
Suloercel filtriert, das klare Fil trat  auf eine mit Dowex l -X8 (Formiat-Form) 
beschickte S~iule aufgetragen and  mit  Aceton--Wasser nachgewaschen. Sodann 
wurde mit  einer Aceton--Wassermischung, die 0,4 n an Ameisens~ure war, 
die 2-Amyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N- (O-acetyLglykolyl)- ~-D-neuraminsaure 
eluiert. Die Eluatfraktionen, die das peracetylierte Ketosid enthielten, wurden 
im Vak. bei 40 ~ auf ein kleines Volumen eingedampft, wobei 609 mg aus- 
kristallisierten. Aus Aceton--Wasser umkristallisiert, fielen 560 nag reine 
2-Amyl-4,7,8,9-tetra-O-acety]-N-(O-acety]-glyko]y])- m-D-neuramins~iure (vg]. 
Tab. I) an. 

c~-(n-Amyl )-Ketosid clef N-Glylwlyl-D-neuramins(ture (2 B) 

300 mg 2 A wurden in 4,5 cm 3 Wasser aufgenommen, sodann mit 4,5 cm 3 
n-l~aOtI tropfenweise versetzt und zur Verseifung der O-Acetylgruppen 20 Min. 
bei 40 ~ stehen gelassen. Aufgearbeitet win'de wie unter 1 B beschrieben. Die 
Ausbeute an chromatographisch einheitlicher 2-(n-Amyl)-N-glykolyl-a-D- 
neuraminsgure betrug 200 mg (vgl. Tab. 2). 

Auf analoge Art wie 2 A und 2 B win'den die n-Decyl-, Benzyl- und 
m-~Vitrobenzyl-~-Ketoside der g,7,8,9-Tetra-O-acetyl-N-(O-acetyl-glylwlyl)-D- 
neuraminsgture (3 A bis 5 A, Tab. 1) und durch deren alkalische Verseifung 
die entsprechenden o:-Ketoside der N-Glykolyl-])-n~uramins#ture (3 B bis 5 B, 
Tab. 2) dargestellt. 5 B konnte, wie im ngchsten Absatz beschrieben wird, 
auch auf folgendem Wege in kristallisierter Form erhalten werden. 

ct- (m-N itrobenzyl )-l~etosid der N-Glykolyl-D-neuramins(ture (5 B) 

2,76 g Acetochlor-N-glykolyl-D-neuramins~iure, 2,50 g Silbercarbonat und 
21 ml wasseffr, m-l~itrobenzylalkohol wurden unter Lichtausschlul~ 20 Stdn. 
bei 30 ~ geschiittelt. Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch mit 60 ml 
Aceton verdfirmt und durch eine Schicht von Hyflo-Supercel filtriert. Das 
klare Fi l t rat  wurde sodann mit 45 ml Wasser versetzt und diese LSsung auf 
eine mit Dowex l -X8  in der Formiat-Form beschiekte Chromatographies~iule 
aufgebracht. Zuerst wurde mit etwa 10O0 ml Aceton--Wasser (I :I) nach- 
gewasclaen und ansch]ieBend das peracetylierte l~Titrobenzylketosid der 
N-Glykolyl-D-neuramins~iure mit 0,4n-Ameisens~iure in Aceton~Wasser 
(I:i) yon dem Austauscherharz e]uiert. Die im ]~esorcin-Test nach Svenner- 

holm s positiv reagierenden Eluat-Fraktionen warden vereinigt und bei 40 ~ 
im Yak. eingedam!o%. Es blieben 3,27 g eines braungef~rbten, teilweise 
kristallinerL Harzes zuriick. Dieses wurde zur Verseifung der O-Acety]gruppen 
in I0 ml Wasser gel6st, mit 35 ml n-NaOI-I versetzt und I0 Min. bei 40 ~ be- 
lassen. Von einer amorphen floekigen F~il]ung wurde abfiltriert und das 
klare Filtrat zur Entfernung der Na+-Ionen mit Dowex 50-X8 (H+-Form) 
behandelt. Die stark sauer reagierende L6sung wurde nun an deaktiviertem 
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A12Oa ( l l 0 g  Aluminiumoxid Woelm, neutral) ehromatographiert  1. Das 
w3grige, neutra l  reagierende Elua t  wurde in Frakt ionen zu je 10 ml aufge- 
fangen und in regelm~Bigen Abst/~nden sowohl dem l~esorein-Tes~ G Ms aueh 
der Diinnsehiehtehromatographie unterworfen. Wi t  vereinigten auf Grund 
des ehromatographisehen Vergleiehes die Frakt ionen 4--60.  Es warde auf 
ein kleines Volmnen eingeengt, dureh 30 ml Dowex 50-X8 (t t+-Form) f i t  
t r ier t  und die mm wieder s tark  sauer reagierende L6sung im Vak. bei 40 ~ 
eingeengt. Wir  erhielten nach dem Troeknen 863 mg eines Harzes, das wie 
folgt zur Kristal l isat ion gebraeht werden konnte:  Es wurde in 1,2 ml Wasser 
und l l  ml Methanol gel6st und mit  130 ml ~_ther versetzt.  Die anf/~nglieh 
Mare L6sung wurde bei der Ntherzugabe opMisierend und alsbMd begann 
das Ketosid  zu kristallisieren. Wir  isolierten insgesamt 631 mg rohe 2-(m- 
Nitrobenzyl)-N-glykolyI-e-~-neuramins~ure,  Sehmp. 155--162 ~ (Zers.). Das 
Kristallisa~ wurde zur Reinigung aus W a s s e r - - ~ e t h a n o l ~ t h e r  umgel6st. 
Die Ausb. an reinem ct-Ketosid betrug 4~48 mg (19,4~o d. Th.), Sehmp. 165 ~ 
(Zers.). N~a-Werte  sowie spezif. Drehung s. Tab. 2. 

C22I-I24012N2. Bet. C 46,96, I-I 5,25, N 6,09. 
Gef, C 4:6,68, I-I 5,48, N 6,18. 

Dem Thiobarbiturs~uretest  7 unterworfen, ergab die 2-(m-Nitrobenzyl)-N- 
glykolyl-a-D-neuramins~ure nut  3~o der f~r eine ~quivalente Menge N-Gly- 
kolyl-D-neuramins~ure erwarteten Farbausbeute .  Dutch Vibrio cholerae- 
Neuraminidase wird sie quant i ta t iv  gespMten. 


